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相同組換えはゲノムの恒常性維持、遺伝的多様性、新規抗体の獲得に重要な
役割を担っている。RecA族組換え酵素（原核生物では RecA、真核生物では Rad51、Dmc1）
は、相同組換えにおいて主要な反応である一本鎖 DNAと相補鎖 DNAとのヘテロ二重鎖
DNA 対合（Homologous joints formation, D-loop formation）を ATP、もしくは ATP
アナログ存在下で触媒する。RecAの ATP結合サイトは RecA-RecA境界面に存在し、RecA
による ATP加水分解活性を示すためには RecA-RecA結合が必要である。そして、RecA 
プロトマーはヌクレオチド 3 分子分と結合して、RecA 6 プロトマー分で RecA 右巻き
フィラメントが 1回転することが明らかにされている。RecAの helical pitchは何種
類か観察されているが、活性型 RecA-DNA 複合体は約 90Åだとされており、不活性型
RecA-DNA 複合体は 65-80Åなど様々である。RecA フィラメントの形成は、DNA の 3’
→5’よりも 5’→ 3’方向への RecAの伸長が早い。また、RecAフィラメントの末端
から RecAが解離していくため、RecAフィラメントは 5’→3’方向に移動しているよ
うに見える。 
RecA の一本鎖 DNA 結合サイトとして、フレキシブルな L1(Gly-157 to 
Met-164)-、L2(Ile-195 or Gln-194 to Thr-209)-loop 領域（第 1DNA 結合部位）が、
二重鎖 DNA 結合サイトとして C末端側に属する「gateway: Arg-243、Lys-245、Lys-286、
Trp-290、Gly-301、Lys-302」（第 2DNA結合部位）が知られている。R ecAの L1-、L2-loop
を含む core domainの立体構造は、Rad51などの RecA族組換え酵素に良く保存されて
いる。しかしどのように、第 1DNA 結合部位が一本鎖 DNA と優先的に結合するのかメ
カニズムは解明されていない。 
 
 本論文は RecA の一本鎖 DNA 結合サイトである L1-、L2-loop 領域における、
優先的一本鎖DNA結合のメカニズムについて検
証し、考察している。 
 本研究において、DNA フリーRecA 構造
(inactive DNA-free RecA)をモデリングした。
その結果、L1-,L2-loop も観察することができ
た。DNA-free RecAと Chen等によって解析され
た active DNA-RecA complexとの比較は、RecA
の 161 番目のアスパラギン酸が優先的一本鎖
DNA結合を制御していることが示唆した（図1）。
そこで、本研究では RecA の Asp-161-Ala 変異
体 (recA-D161A) と Asp-161-Asn 変 異 体
（recA-D161N)を作製し、様々な生化学的実験
を行うことで、一本鎖 DNAの優先的結合のメカニズム解明に迫った。 
 
 まずは、ゲルシフト法を用いて RecAの DNA結合活性の検討を行った。RecA-wt、
recA-D161A と recA-D161N の一本鎖 DNA 結合活性については、大きな違いは観察され
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なかった（図 2a）。しかし、ATP存在下では、矢印ⅲに当たるシグナルの減少が RecA-wt
では観察されている。一方で、二重鎖 DNA結合実験において、recA-D161A、recA-D161N
は RecA-wt に比べ、劇的な結合活性上昇が確認された（図 2b）。これらの結果から、
L1-loop 内の D-161 が電荷と側鎖の影響によって、L1-、L2-loop 領域での二重鎖 DNA
との結合を抑制していることが示唆された。 
  
 
次に、RecA 変異体による DNA 依存的 ATP 加水分解活性への影響を検証した。
RecA-wt は二重鎖 DNA 依存的加水分解反応では、スーパーコイル状二重鎖 DNA（Form 
Ⅰ）を補助因子とした時のみ、ATP加水分解活性を示すことが知られている。しかし、
recA-D161Aはニック状（Form Ⅱ）や直鎖状二重鎖 DNA（Form Ⅲ）をも ATP加水分解
反応の補助因子に利用できることが確認された（図 3a）。一方、一本鎖 DNAである poly 
dT依存的 ATP加水分解反応は、recA-D161Aの活性上昇はわずかであった（図 3b）。こ
の結果から、recA-D161A は第 1DNA 結合部位で二重鎖 DNA とフィラメントを形成する
ことができ、ATP加水分解反応を行えることが確認された。 
 次に、RecA変異体-DNA複合体による LexA自己切断誘導
への影響を検証した。RecAによる LexA自己切断誘導は、RecA-
一本鎖 DNA 複合体が必要である。そして、直鎖状二重鎖 DNA 存
在下で、RecA-wtは LexA切断誘導を行えない事が報告されてい
る。本研究では、直鎖状二重鎖 DNA存在下で、recA-D161Aによ
る LexA 自己切断誘導が観察された。この結果からも、
recA-D161Aは二重鎖 DNAとフィラメントを形成できることが確
認された（図 4）。また、RecA-wtはスーパーコイル状二重鎖 DNA
依存的に LexA自己切断誘導を行えることが明らかになった。 
 次に、RecA の相同対合反応を試験管内で再現した Homologous joints 
formation assay（D-loop assay）を行った。一般的に RecA属組換え酵素は、最初に
一本鎖 DNA と第 1DNA 結合部位(L1-、L2-loop 含む)で結合して、ssDNA とフィラメン
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トを形成することで活性化され、その結合部位とは異なる第 2DNA結合部位(gateway)
で二重鎖 DNAに結合して D-loop形成を行うことが知られている。通常の D-loop assay
では、RecAと一本鎖 DNAを混合してから、スーパーコイル状二重鎖 DNAを添加して反
応を開始する（図 5a-1）。この条件では、RecA-wt と recA-D161A は D-loop 形成活性
に大きな違いは確認されなかった（図 5b、c）。一方で、RecA と二重鎖 DNA を混合し
てから、一本鎖 DNA添加する反応条件下（図 5a-2）では、RecA-wtの反応初速度およ
び、活性ピークの大幅な減少が確認された（図 5b）。しかし、recA-D161Aでは反応初
速度、および活性ピークの減少は極わずかであった（図 5c）。 
  
最後に、 recA-D161A による生体への影響を検証した。 pKK223-3、
pKK223-3-recA-wt、pKK223-3-recA-D161Aを用いて、MV1184株（recAΔ）を形質転換
した。その結果、LB 溶液での通常培養時には、recA-D161A による生体への影響は観
察されなかった。 
 
L1-loop 領域の D161 残基が、優先的一本鎖 DNA 結合を制御していると推測し
て、RecA-D161Aを作製し、様々な実験を行った。一本鎖 DNA結合活性は、RecA-wtと
recA-D161A、recA-D161N に大きな違いは観察されなかった。しかし ATP 存在時、
recA-D161Aと recA-D161Nは、より大きな複合体を形成していた。L1-、L2-loop領域
で二本目の一本鎖 DNA とも安定的に結合することができるのかもしれない。二重鎖
DNA 結合活性では、recA-D161A、recA-D161N による顕著な活性の上昇が観察された。
この結果から、D161 残基は側鎖と電荷の影響（特に電荷）によって、第 1DNA 結合部
位と二重鎖 DNAとの結合を制御していることが示された。 
様々な構造の二重鎖 DNA 依存的 ATP 加水分解反応では、recA-D161A はニック
状、直鎖状二重鎖 DNA 存在下で劇的な活性上昇が観察された。つまり、recA-D161A
は活性型 recA-D161A-二重鎖 DNA 複合体を速やかに形成できる。一方で、poly dT 依
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存的 ATP加水分解反応条件下では、RecA-wt と recA-D161Aの活性に大きな違いは観察
されなかった。poly dT は二次構造をとりにくいとされている。完全な一本鎖 DNA 領
域を補助因子としたときは、RecA-wt と recA-D161A との活性は変わらないことが示
された。 
RecA-wtは一本鎖 DNAと結合することで、SOS 応答関連タンパク質である LexA
の自己切断活性を誘導できることが知られている。本研究において、RecA-wt はスー
パーコイル状二重鎖 DNA 依存的 LexA 自己切断誘導が確認された。一方、recA-D161A
はスーパーコイル状、直鎖状二重鎖 DNA 依存的 LexA 自己切断誘導が観察された。こ
れらの結果から、RecA-wtの D161残基が、第 1結合部位と一本鎖 DNAとの優先的結合
に働いていること。そして、この第 1 結合部位での優先的結合は、活性型 RecA-一本
鎖 DNA複合体をつくり ATPase、 LexA自己切断誘導の制御に働いていることが示され
た。 
そこで、D-loop assay を行った。通常の RecA と 一本鎖 DNA の混合から、二
重鎖 DNAを添加して反応開始する条件では、RecA-wtと recA-D161Aの顕著な違いは観
察されていない。しかし、RecA と 二重鎖 DNA の混合から、一本鎖 DNA を加えて反応
開始する条件では RecA-wt の顕著な活性減少が見られた。それに対し、recA-D161A
の活性はほとんど減少しなかった。このことは、二重鎖 DNAとフィラメントを形成し
た recA-D161A が相同領域を持つ一本鎖 DNA を探索し、D-loop 形成を触媒する可能性
を示唆している（Inverse strand exchange、図 6-2）。現段階では、recA-D161Aは二
重鎖 DNA依存的 ATP加水分解活性を保持しているため、RecAリサイクルが進み、フリ
ーとなった recA-D161Aが一本鎖 DNAと結合し、通常の D-loop形成反応を行っている
ことも考えられる（図 6-3）。recA-D161A が Inverse strand exchange を行う可能性
を検討する上で、新たな実験系の確立が必要である。 
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recA-D161Aは二重鎖 DNA依存的 LexA自己切断誘導を行うことが明らかにされ
た。この結果から、recA-D161A は生体内において、大腸菌ゲノムと結合し、LexA 自
己切断誘導を行い、SOS 応答が誘導されることが考えられた。そこで、RecA-wt、
recA-D161A を導入した pKK223-3 プラスミドを用いて、RecA 欠損 MV1184 株を形質転
換した。recA-D161Aの漏出発現による SOS応答誘導があるか、細胞形態変化を観察し
た。Vector のみ、RecA-wt、recA-D161A 共に SOS 応答による MV1184 株の細胞伸長は
確認されなかった。原核生物は核膜を持たないが、核様体を形成している。また、大
腸菌では、DNA gyraseが積極的に負の超らせんを導入しゲノム DNAをコンパクトにし
ている。これらの作用により、recA-D161A が二重鎖 DNA に結合しても、ゲノム DNA
が自由に動けないため、LexA自己切断誘導されなかった可能性がある。 
以上を総合すると、L1-loop の D161 の電荷の影響によって、二重鎖 DNA との
結合を抑制し、第 1DNA 結合部位で一本鎖 DNA と優先的に結合していることが明らか
になった。前述したように、RecA の L1、L2-loop を含む core domain だけでなく、
L1-loop の酸性残基も真核生物由来 Rad51 に保存されているため、ここで明らかにな
った制御メカニズムは RecA 族組換え酵素に普遍的な現象と考えられる。また、一本
鎖 DNA フリーでの、RecA/Rad51 の第 2DNA 結合部位と二重鎖 DNA との結合は、D-loop
活性を抑制する。しかし、第 1DNA 結合サイトで二重鎖 DNA が結合できないと、不活
性状態の第 2DNA結合部位（Dead-end site or position）と二重鎖 DNA が結合し、相
同組換え以外の新しい RecA機能を誘導するのかもしれない（図 7）。つまり、L1-loop
による優先的な一本鎖 DNA 結合は、RecA 機能の組換え制御だけでなく、RecA 機能の
切り替えにも関与している可能性がある。 
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